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Isolierung von Aminosäuren aus Blut.
Von
Emil Abderhalden.
(Aus dem physiologischen Institut der Universität Halle a. S.)
Ausgeführt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Förderung der
Wissenschaften.
(Der Redaktion zugegangen am 23. März 1921.)
Nachdem beobachtet worden war, daß im Darmkanal
Aminosäuren anzutreffen sind, lag die Vermutung nahe, daß
solche zur Resorption kommen und dann auch im Blute nach-
weisbar sind. Lange Zeit blieb der Versuch, Aminosäuren
aus Blut zu isolieren, vergeblich. Erst in den letzten Jahren
sind Befunde mitgeteilt worden, die das Vorkommen von Ei-
weißbausteinen im Blutplasma sicherstellen1). Es war von
Interesse, der Frage nachzugehen, ob sämtliche bis jetzt be-
kannten Aminosäuren sich aus dem Blute isolieren lassen.
Besonders wertvoll wäre es, wenn man sichere Anhaltspunkte
über die Mengenverhältnisse, in denen sie unter verschiedenen
Bedingungen — Hunger, während der Verdauung usw. —
anzutreffen sind, hätte. Von besonderer Bedeutung wären im
Anschluß an solche Forschungen Bestimmungen des Gehaltes
des Blutes an bestimmten Eiweißbausteinen vor seinem Eintritt
in bestimmte Organe, und nachdem es diese verlassen hat.
Vielleicht ergeben solche Untersuchungen Anhaltspunkte über
Beziehungen bestimmter Aminosäuren zu gewissen Inkret-
stoffen. Leider sind unsere Methoden zum Nachweis von
*) VgL die Literatur: Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol.
Chemie 4. Aufl. Bd. l, S. 575 ff.
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Aminosäuren noch nicht so weit durchgebildet, daß es möglich
wäre, Spuren davon zu folgen, noch viel weniger vermögen
sie quantitative Bestimmungen zu vermitteln. Das ist der
Grund, weshalb wir trotz vieler Anstrengungen noch keine
ausreichenden Kenntnisse über die Verwertung der einzelnen
Aminosäuren im Stoffwechsel haben.
Aufgabe der vorliegenden Untersuchung war, festzustellen,
welche Aminosäuren aus Blutplasma bezw. -serum
gewonnen werden können. Ihre Durchführung war sehr
mühsam und zeitraubend. Es galt eine Methode anzuwenden,
welche mit absoluter Sicherheit die sekundäre Entstehung von
Aminosäuren aus Eiweiß und Eiweißabkömmlingen (Peptonen,
Polypeptiden) 'ausschloß. Alle Methoden der Enteiweißung
mittels Hitzekoagulation kamen nicht in Frage. Sie schließen
nicht aus, daß Hydrolysen stattfinden. Es mußte mit der
Möglichkeit gerechnet werden, daß im Blutplasma bezw.
-serum Substanzen vorhanden sind, die leicht spaltbar sind.
Dazu kommt, daß es sehr schwer ist, große Serummengen
vollständig zu enteiweißen. Hinzu kommt noch, daß die großen
Eiweißmassen schwer auszuwaschen sind. Auch die Methoden
der Ausflockung (etwa durch Aussalzen usw.) kamen nicht in
Frage. Es blieb als beste Methode die Dialyse. Praktisch
erwies sie sich als recht schwer durchführbar. Vielleicht
wird man später die Ultrafiltration verwenden. Einstweilen
kam sie nicht in Frage, weil die Verarbeitung großer Serum-
mengen zu zeitraubend ist.
Die Dialyse bot deshalb große Schwierigkeiten, weil es
nicht leicht war, Pergamentschläuche ausfindig zu machen,
die wirklich eiweißundurchlässig waren. Immer wieder ergab
die sorgfältige Prüfung der Schläuche, daß sie nicht dicht
waren. In anderen Fällen waren sie zwar dicht, jedoch ließ
die Durchlässigkeit für nichtkolloide Stoffe zu wünschen übrig.
Die Prüfung der Schläuche erfolgte in der gleichen Weise,
wie ich es für das Dialysierverfahren zum Nachweis von Ab-
wehrfermenten angegeben habe. Die Dialyse erfolgte zum
Teil im strömenden Wasser, zum Teil wurde die Außenflüs-
sigkeit oft gewechselt. Im letzteren Falle wurde die Außen-
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flüssigkeit mittels einer Turbine in ständiger Bewegung ge-
halten. Um Bakterienwirkung fernzuhalten, wurden alle
Gefäße in sterilisiertem Zustande angewandt. Die Dialysier-
schläuche wurden vor Gebrauch, nachdem sie auf Eiweiß-
undurchlässigkeit und gute Durchlässigkeit für Seidenpepton ge-
prüft waren, in Chloroformwasser, das mit Toluol überschichtet
war, aufbewahrt. Während der Dialyse wurde der Schlauch-
inhalt mit viel Toluol überschichtet. Der Außenflüssigkeit
wurden Chloroform und Toluol zugefügt. Eine erschöpfende
Dialyse war nicht durchführbar, ohne die Gefahr des Eiweiß-
abbaues durch Bakterientätigkeit heraufzubeschwören. Zahl-
reiche Versuche ergaben, daß es wohl möglich ist, 2—3 Tage
wenigstens praktisch „steril" zu dialysieren. Für noch längere
Zeit konnte eine Gewähr für Sterilität nicht übernommen
werden. Es besteht kein Zweifel, daß es durch besondere Maß-
nahmen, wie z. B. Arbeiten bei tiefen Temperaturen, Schaffung
besonderer, abschließbarer Apparate, sich ermöglichen läßt,
beliebig lange Zeiten ohne die Gefahr einer Infektion zu dialy-
sieren. Es bestand für uns keine Möglichkeit, diese Bedin-
gungen zu schaffen, infolgedessen mußten wir uns mit einer
kurzfristigen Dialyse begnügen.
Was nun die Versuche selbst anbetrifft, so ist noch fol-
gendes hervorzuheben. Das Blut stammte zum Teil von
Pferden, zum Teil von Rindern. Es wurde auf dem Schlacht-
hof unter Kontrolle direkt aus der Karotis aufgefangen und
geschlagen oder aber mit Fluornatriumzusatz geschüttelt. Die
meisten Versuche sind mit Serum und nicht mit Plasma
durchgeführt worden. Bei der Verwendung von Plasma er-
eignete es sich wiederholt, daß nachträglich Gerinnung ein-
trat und dabei auch die Durchlässigkeit des Dialysierschlauches
litt. Bei Verwendung von Plasma war der Außenflüssigkeit
auch Fluornatrium zugefügt worden. Trotzdem kam es zur
Gerinnung. Das Blut wurde sofort zentrifugiert. Das Plasma
oder Serum wurde dann in den Dialysierschlauch eingefüllt
und dieser nach erfolgtem sicherem Abschluß mittels Klemmen
und Bindfaden ganz in die Außenflüssigkeit versenkt. Läßt
man den Schlauch aus dieser herausragen, dann lassen sich In-
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fektionen nicht vermeiden. Im Durchschnitt wurde l l Serum
gegen 501 Wasser dialysiert1).
Es sind im ganzen 10 l Blutplasma vom Rind dialysiert
worden und 5 l vom Pferde, ferner 50 l Pferdeserum und
5001 Rinderserum. Die Versuche erstreckten sich über
6 Jahre. Das Dialysät wurde jeweilen sofort unter vermin-
dertem Druck bei etwa 40—50 Grad zur Trockene verdampft.
Es waren gewaltige Flüssigkeitsmengen zu bewältigen.
Die Verarbeitung des bei dem Eindampfen verbleibenden
Rückstandes erfolgte in verschiedener Weise. Zunächst sei
hervorgehoben, daß wir in keinem Falle Produkte nach-
weisen konnten, die Biuretreaktion zeigten. Peptone
bezw. diese Reaktion gebende Polypeptide waren somit aus-
geschlossen. Es blieb noch die Möglichkeit, daß im Blut-
plasma bezw. -serum Produkte.vorhanden sind, die zwar die
Biuretreaktion nicht geben, jedoch aus mehr als einer Amino-
säure bestehen. Das Auffinden solcher Verbindungen wäre
von großer Bedeutung. Wir suchten ihrer durch Extraktions-
mittel (Methylalkohol, Aceton usw.) habhaft zu werden und
ferner durch Fällungsmittel (Quecksilbersulfat, -chlorid, -ace-
tat, Silbernitrat, Phosphorwolframsäure). Ein bestimmter Er-
folg war nicht zu verzeichnen.
Die Diaminosäuren wurden in gewohnter Weise nach der
Methode vonJEossel und Kutscher nachgewiesen. Zur Ge-
winnung der Monoaminosäuren wurden zwei Wege einge-
schlagen. Einmal kam die Estermethode von Emil Fischer
zur Anwendung, und dann versuchten wir auch die einzelnen
Aminosäuren durch direkte Kristallisation bezw. durch Über-
führung in Derivate (Kupfersalze, Phenylisocyanät-, 'ß-Naphta-
linsulfoverbindung) zu gewinnen.
Die einzelnen Aminosäuren wurden alle nach ihren
Eigenschaften (Aussehen der Kristalle, Löslichkeit, Drehungs-
vermögen), ihrem StiekstofFgehalt und zumeist auch durch den
Gehalt an Aminostickstoff identifiziert. Ferner wurden,
falls solche bekannt waren, besondere Reaktionen ausgeführt
*) Aus äußeren Gründen mußte die Dialyse wiederholt nach 8 Standen ab-
gebrochen werden, meistens wurde sie zweimal in 10 Standen durchgeführt.
Hoppe-Seyler's Zeitschrift i. physiol. Chemie. CXIY. jg
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(Xanthoproteinprobe, Millon, Glyoxylsäureprobe, Schwefelblei-
probe), und endlich wurden fast durchweg noch Derivate dar-
gestellt und untersucht1).
Das Ergebnis der Untersuchung ist: Im Blutplasma
bezw* -serum lassen sich alle bis jetzt bekannten
Aminosäuren nachweisen. Über die Mengenverhältnisse,
in denen sie vorhanden sind, können keine bestimmten An-
gaben gemacht werden, einmal, weil die Dialyse nicht er-
schöpfend durchgeführt wurde, und dann wurde der Ver-
dampfungsrückstand des Dialysates nach mehreren Methoden
untersucht. Es wurde auch noch auf Amine und ferner auf
etwaige neben Traubenzucker vorkommende Kohlehydrate,
auf Abkömmlinge .von Nukleinsäuren und solche der Fette
und Phosphatide geprüft. Die Ergebnisse dieser Versuche
sind noch nicht spruchreif. Die Mengen der isolierten Amino-
säuren waren ganz beträchtlich. Die Gesamtmenge der Ami-
nosäuren, die zur Untersuchung kamen, betrug im reinen Zu-
stand etwas über 100 Gramm.
l) Von der Mitteilung der zahlreichen Belege muß im Interesse
des Raumes Abstand genommen werden.
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